Study of Formation and Elimination of Acrylamide in Food Matrix during Heat Treatment. by Marková, Lucie
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ 
Fakulta chemická 
Ústav chemie potravin a biotechnologií 
 
 
 
 
 
 
Ing. Lucie Marková 
 
 
 
 
STUDIUM PODMÍNEK VZNIKU A ELIMINACE 
AKRYLAMIDU VZNIKAJÍCÍHO PŘI TEPELNÉM 
ZPRACOVÁNÍ POTRAVIN 
 
 
STUDY OF FORMATION AND ELIMINATION OF 
ACRYLAMIDE IN FOOD MATRIX DURING HEAT 
TREATMENT 
 
 
 
Zkrácená verze PhD Thesis 
 
 
 
 
 
 
 
     
Obor: Potravinářská chemie 
Školitel:  prof. Ing. Peter Šimko, DrSc. 
Oponenti:   
Datum obhajoby:  
KLÍČOVÁ SLOVA 
akrylamid, antioxidanty, L-asparagináza, eliminace, expozice, tepelně opracované 
potraviny, cereální produkty 
 
KEYWORDS 
acrylamide, antioxidants, L-asparaginase, elimination, exposure, thermally treated 
foods, cereal based products 
 
 
MÍSTO ULOŽENÍ PRÁCE 
Areál knihovna FCH VUT, Purkyňova 118, Brno 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
© Lucie Marková, 2013 
ISSN 1213-4198 
 
  3
OBSAH 
1 ÚVOD...................................................................................................................... 5 
2 SOUČASNÝ STAV PROBLEMATIKY AKRYLAMIDU ................................... 5 
2.1 Charakteristika akrylamidu ..................................................................................................5 
2.2 Mechanizmus vzniku akrylamidu v tepelně upravených potravinách .................................6 
2.3 Způsoby eliminace akrylamidu............................................................................................6 
2.3.1 Minimalizace prekurzorů akrylamidu......................................................................7 
2.3.2 Eliminace obsahu akrylamidu změnou receptury ....................................................7 
2.3.3 Zpracování jako prevence vzniku akrylamidu .........................................................8 
2.3.4 Finální úprava..........................................................................................................8 
2.4 Vliv antioxidantů na vznik a eliminaci akrylamidu v potravinách ......................................8 
3 CÍL PRÁCE............................................................................................................. 9 
4 MATERIÁLY A METODY ................................................................................... 9 
4.1 Stanovení expozice akrylamidem z potravin .......................................................................9 
4.2 Příprava vzorků potravin......................................................................................................9 
4.3 Stanovení aktivity vody, pH, barvy, obsahu sušiny a analýza texturních vlastností .........10 
4.4 Stanovení radikál zhášející aktivity DPPH testem.............................................................10 
4.5 Stanovení obsahu akrylamidu a aminokyselin pomocí LC/ESI-MS-MS ..........................11 
4.6 Senzorické hodnocení ........................................................................................................11 
4.7 Statistické zhodnocení výsledků ........................................................................................11 
5 VÝSLEDKY A DISKUZE.................................................................................... 11 
5.1 Vyhodnocení expozice akrylamidem z potravin................................................................11 
5.2 Optimalizace receptury chlebových směsí a technologického procesu .............................12 
5.2.1 Distribuce akrylamidu v jednotlivých částech chleba............................................12 
5.2.2 Vliv droždí na produkci chlebů připravených z chlebových směsí ........................14 
5.3 Vliv koření na tvorbu akrylamidu v perníkách ..................................................................17 
5.3.1 Nahrazení žitné mouky v perníkách pohankovou moukou .....................................17 
5.3.2 Vliv koření na tvorbu akrylamidu v perníku z pohankové mouky ..........................18 
5.4 Eliminace akrylamidu v pečivářských produktech ............................................................19 
5.4.1 Monitoring obsahu akrylamidu v pečivářských produktech ..................................20 
5.4.2 Aplikace enzymu L-asparagináza v modelových sušenkách ..................................21 
5.4.3 Aplikace enzymu L-asparagináza v průmyslových sušenkách...............................23 
5.5 Odhadem dopadu aplikace metod eliminace akrylamidu na celkovou expozici ...............26 
6 ZÁVĚR.................................................................................................................. 27 
7 LITERATURA ...................................................................................................... 29 
8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ........................................... 32 
ŽIVOTOPIS............................................................................................................... 33 
ABSTRACT .............................................................................................................. 36 
 
  4 
  5
1  ÚVOD 
Stále více rostoucí požadavky spotřebitelů na zdravé, výživné a pestré potraviny 
vedou k neustálé inovaci potravinářských technologií a k vývoji nových 
technologických postupů se zvláštním ohledem na kvalitu, bezpečnost a atraktivnost 
potravinářských produktů [1]. V posledních letech je pozornost věnována především 
sloučeninám, které se přirozeně v potravinách nevyskytují, ale mohou v nich vznikat 
během ohřevu nebo konzervačních procesů, a které mají nepříznivý vliv na lidské 
zdraví [2]. Jednou z nich je i akrylamid, jehož úrovně v tepelně opracovaných 
potravinách mohou negativně ovlivňovat lidské zdraví [3, 4, 5].  
Tato práce se tak věnuje studiu vzniku a eliminaci akrylamidu ve vybraných 
potravinách, které byly zvoleny po zhodnocení denního příjmu akrylamidu u 
studentů středních škol. Cílem práce bylo navrhnout změny výrobních procesů, které 
mají zajistit produkci potravin se sníženým obsahem akrylamidu, čímž by došlo k 
redukci zatížení lidského organismu tímto potenciálním karcinogenem a k ochraně 
zdraví spotřebitele.  
 
2  SOUČASNÝ STAV PROBLEMATIKY AKRYLAMIDU  
 
2.1 Charakteristika akrylamidu 
V roce 2002 vydal Národní úřad pro potraviny ve Švédsku prohlášení, že 
potraviny zpracované při vysokých teplotách obsahují značné úrovně akrylamidu 
[3]. Akrylamid je genotoxická a mutagenní látka, klasifikovaná jako velmi toxická 
[6]. První epidemiologické údaje zveřejněné ve studiích Hogervorst et al. [4, 5] 
naznačují, že příjem akrylamidu z potravin může zvyšovat riziko rakoviny u lidí.  
Akrylamid je přítomen především v potravinách rostlinného původu s vysokým 
obsahem redukujících sacharidů a nízkým obsahem proteinů (jako brambory a 
obiloviny), které byly upravovaných při teplotách nad 120 °C, a při jejichž tepelném 
opracování klesá obsah vody a zvyšuje se teplota potraviny [2, 7, 8].  
Metody stanovení obsahu akrylamidu v tepelně opracovaných potravinách, včetně 
předúpravy vzorek, extrakce analytu, derivatizace, čištění a chromatografických 
podmínek, by měly být optimalizovány tak, aby byly splněny požadavky na rychlé 
stanovení obsahu akrylamidu [9]. Jako nejvhodnější a nejpoužívanější se jeví 
především GC/MS a LC/MS-MS metody stanovení obsahu akrylamidu [10, 11], 
které jsou použitelné pro širokou škálu potravin [12].  
Výsledky monitorování obsahu akrylamidu v potravinách zveřejněné Evropským 
úřadem pro bezpečnost (EFSA) ukázaly vysoký obsah akrylamidu především ve 
smažených bramborových výrobcích, ale i vsušenkách [13]. Na základě výsledků 
monitoringu byly navrženy směrné hodnoty akrylamidu, které poukazují na nutnost 
zkoumání v případě, že obsah akrylamidu v konkrétních potravinách tyto hodnoty 
překročí. Nejedná se o bezpečnostní limity [14]. 
Průměrný denní příjem akrylamidu z potravin je odhadován v rozpětí od 0,3 do 
2,0 μg/kg bw/den. U vysoce exponovaných spotřebitelů dokonce od 0,6 do 
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3,5 μg/kg bw/den [15], přičemž tato skupina zahrnuje i děti a mládež [16]. Na 
expozici akrylamidem se u většiny populace významným způsobem podílí 
především výrobky z brambor (až 50 %) a také pekařské výrobky a chléb (přibližně 
20 %) [17]. V nezanedbatelné míře přispívá i káva [2, 8].  
 
2.2 Mechanizmus vzniku akrylamidu v tepelně upravených potravinách 
Mechanismus vzniku akrylamidu z asparaginu byl popsán celou řadou autorů, 
přičemž bylo prokázáno, že se na jeho tvorbě podílí dikarbonylové meziprodukty, 
které vznikají v průběhu Maillardovy reakce [18, 19, 20, 21, 22].  
Prvním krokem dráhy je reakce mezi redukujícím sacharidem a libovolnou 
aminokyselinu za vzniku Schiffovy báze, z které přesmykem vzniká Amadoriho 
produktu, nebo Heynsův produkt. Tyto dehydráty a fragmenty, regenerované 
volnými aminokyselinami, vytváří skupinu vysoce reaktivních deoxyosulos, 
dikarbonylů a hydroxykarbonylových sloučenin, které podstupují klasickou 
Streckerovu degradaci s libovolnou aminokyselinou a utváří tak chuť a barvu 
potraviny. Pokud by aminokyselinou byl asparagin, vede sled reakcí k tvorbě 
akrylamidu [22]. Zyzak et al. [18] ale zistili, že akrylamid by mohl vznikat přímo 
z Schiffovy báze vytvořené z glukózy a asparaginu. Tato dráha je v systémech 
s nízkou vlhkostí významně podporována hydroxykarbonylovými meziprodukty 
[23]. 
Kromě hlavního reakčního mechanismu v průběhu Maillardovy reakce byly 
zjištěny ještě další vedlejší reakce, které také umožňují vznik akrylamidu 
v potravinách [2]. Prekurzorem akrylamidu může být 3-aminopropionamid, což je 
důležitý meziprodukt vzniku akrylamidu z asparaginu [18, 24], a který v potravinách 
může vznikat enzymatickou dekarboxylací asparaginu. Jeho následnou termickou 
deaminací dochází ke vzniku akrylamidu [24, 25].  
Akrylamid se může za určitých podmínek tvořit i z produktů oxidace lipidů, jako 
je akrolein a kyselina akrylová [24, 26]. Předpokládá se, že akrylamid vzniká 
oxidací akroleinu na kyselinu akrylovou, která reaguje s amoniakem z dusíkaté 
sloučeniny, jako jsou aminokyseliny [24, 26, 27, 28]. Akrylamid může vznikat v 
přítomnosti asparaginu i z jiných aminokyselin, např. methioninu, který je ale spíše 
zdrojem karbonylové sloučeniny podobně jako glukóza [7]. Dalším může být β-
alanin, jenž se pyrolýzou rozkládá na kyselinu akrylovou. Serin může být sám nebo 
v přítomnosti sacharidů dehydratován na kyselinu pyrohroznovou a následně může 
docházet až k tvorbě kyseliny akrylové. Kyselina pyrohroznová může vznikat i 
z cysteinu po odstranění sulfidové molekuly [29]. 
 
2.3 Způsoby eliminace akrylamidu  
Neustálým úsilím zodpovědných orgánů v oblasti bezpečnosti potravin byly 
v reakci na toxikologické studie identifikovány možné nástroje použitelné při 
zpracování potravin, které umožňují snížení obsahu akrylamidu. Ve většině případů 
neexistuje jednotné řešení a každá ze strategií eliminace akrylamidu přináší i 
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limitující faktory pro její použití v praxi v závislosti na druhu výrobku a výrobním 
prostředí [30, 31].  
 
2.3.1 Minimalizace prekurzorů akrylamidu 
Hlavními prekurzory vzniku akrylamidu jsou redukující sacharidy a asparagin 
[18, 30]. Výběrem potraviny s nízkým obsahem prekurzorů lze obsah akrylamidu 
významně redukovat i při použití standardních průmyslových postupů [32], přičemž 
změn obsahu redukující sacharidy a asparagin v kulturních rostlinách lze dosáhnout 
již na agronomické úrovni [30].  
Tvorbu akrylamidu ve smažených bramborových výrobcích lze minimalizovat 
výběrem odrůd brambor s nižším obsahem redukujících sacharidů, sklízením pouze 
zralých hlíz, či vhodným zvolením skladovacích podmínek. V případě obilobin je 
vhodné volit odrůdy s nízkým obsahem asparaginu [30], avšak jeho obsah se mezi 
druhy i odrůdami obilovin velmi liší [33].  
Je také snaha o vyšlechtění odrůd s nízkým obsahem redukujících sacharidů a 
optimalizaci zemědělské praxe vedoucí k minimalizaci redukujících sacharidů i 
asparaginu [30]. 
 
 
2.3.2 Eliminace obsahu akrylamidu změnou receptury 
Formace akrylamidu může být omezena i některými přísadami [34]. Vznik 
akrylamidu lze ovlivnit kypřícími látkami, kdy použití NaHCO3 nebo KHCO3 může 
snížit tvorbu akrylamidu, naopak NH4HCO3 obsahu akrylamidu významně zvyšuje 
v receptech obsahující přidaný sacharid [35].  
I použitím volných aminokyselin jiných než asparagin lze ovlivnit tvorbu 
akrylamidu, kdy volný asparagin a další aminokyseliny mezi sebou mohou soutěžit 
v závěrečné fázi Maillardovy reakce [30, 36]. Další možností jak ovlivnit úrovně 
akrylamidu vytvořeného z asparaginu je různorodostí monosacharidů [30, 37].  
Obsah akrylamidu může být také účinně snižován použitím solí, např. dvojmocné 
kationty (jako je Ca2+) mohou vést k úplné inhibici tvorby akrylamidu [38]. Vznik 
akrylamidu lze minimalizovat i snížením pH, kdy zvýšením obsahu H+ a tím zvýšení 
obsahu protonované aminoskupiny asparaginu dochází k blokování tvorby 
akrylamidu, protože pro vznik akrylamidu Maillardovou reakcí je nezbytná 
nukleofilní neprotonová aminoskupina asparaginu [39].  
Další možností je zmenšením plochy povrchu k objemu výrobku, protože 
akrylamidu je v potravinářských produktech převážně tvořen v jejich kůrce. Také 
fermentací lze snížit obsah prekurzorů akrylamidu a zároveň pH. Během fermentace 
jsou totiž kvasinkami spotřebovávány prekurzory akrylamidu, tedy sacharidy a 
asparagin [30].  
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2.3.3 Zpracování jako prevence vzniku akrylamidu 
Efektivním prostředkem pro eliminaci tvorby akrylamidu v potravinách je enzym 
L-asparagináza [40] katalyzující konverzi L-asparaginu na kyselinu L-asparagovou a 
amoniak [18, 41]. Výhodou je minimální vliv na chuť a barvu finálního produktu, 
avšak handicapem je kompatibilnost s podmínkami při průmyslovém zpracování. 
Existuje totiž řada proměnných, které ovlivňují efektivnost enzymu [40, 42].  
Rozhodujícím bodem ovlivňujícím vlastnosti výrobku je poměr teploty a času. 
Snížení obsahu akrylamidu je možné dosáhnout tepelným upravováním potravin při 
nižší teplotě i za cenu prodloužení doby pečení nebo optimalizací teplotního profilu 
pece [30, 42]. Tvorba akrylamidu během pečení výrobků je také úzce spjata 
s kombinací obsahu vody a poměru teploty a doby pečení. Obsah vody má výrazný 
vliv na aktivační energii hnědnutí a vznik akrylamidu, protože při nízkém obsahu 
vody je aktivační energie pro tvorbu akrylamidu mnohem větší [30]. Spolehlivým 
indikátorem obsahu akrylamidu v tepelně opracovaných potravinách může být barva 
[43], kdy tepelné opracování výrobku do světlého zbarvení bez zvýšení vlhkosti by 
mělo vést k redukci tvorby akrylamidu v konečném výrobku [30].  
Obsah akrylamidu je možné snížit také předúpravou. V bramborových hranolkách 
lze obsah redukujících sacharidů kontrolovat jeich blanšírováním, které vyvolává 
změny v mikrostruktuře brambor [30]. Obsah akrylamidu lze snížit i předúpravou 
obilovin, kdy jsou zrna zahřívána při nízké teplotě po dlouhou dobu, čímž se snížil 
obsahu vody, což vede při zachování stejné teploty ke zkrácení doby pečení [31].  
 
2.3.4 Finální úprava 
Perspektivní způsob snížení obsahu kontaminantů v potravinách představují post-
procesní vakuové technologie, kdy molekuly kontaminantů mohou být z konečného 
výrobku odstraněny využitím jejich chemických a fyzikálních vlastnosti při vhodně 
zvolené teplotě, času a tlakových podmínkách [42, 44]. 
Pro snížení tvory akrylamidu je všeobecně spotřebitelům doporučováno tepelně 
upravovat potraviny jen do zlatavého zbarvení, smažení provádět při maximální 
teplotě 175 °C a po dobu nezbytně nutnou, případně postupovat přesně podle 
návodu pokynů na obalu výrovku [30] 
 
2.4 Vliv antioxidantů na vznik a eliminaci akrylamidu v potravinách 
Mezi řadu parametrů, které mohou ovlivnit výši obsahu akrylamidu v potravinách 
patří i antioxidanty, jejichž vliv nebyl ještě dostatečně popsán. Z dosud provedených 
studií vyplývá, že antioxidanty a radikály mají nejednoznačný vliv na vznik 
akrylamidu [45].  
Za jedny z nejvýznamnějších antioxidantů jsou považovány především mono- a 
polyhdroxylové fenolické látky. Účinek fenolických látek na obsah akrylamidu se 
může měnit s jejich koncentrací, nicméně jejich použitím docházelo ke zvyšování 
antioxidační aktivity systému [46]. Podle výsledků Ou et al. [47], antioxidanty 
nesnižovaly ani nezvyšovaly obsah akrylamidu a ani nebránili jeho vzniku. Naproti 
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tomu jejich produkty oxidace mohli být schopni přímo působit na akrylamid a jeho 
prekurzor asparagin, a tím zpomalit vznik akrylamidu [47].   
Mnohé studie zkoumaly účinnost nejen samotných přírodních antioxidantů ale i 
jejich extraktů na inhibici akrylamidu [46]. Například extrakty některých koření 
výrazně snižovali obsah akrylamidu v modelovém systému, přičemž jejich účinnost 
by mohla úzce souviset s antioxidační kapacitou použitého koření [48, 49]. Také 
přidávání prášku z vybraných rostlin a jejich vodných extraktů může omezit vznik 
akrylamidu [50]. Naproti tomu v přítomnosti fenolových antioxidantů z brusinek a 
extraktů oregana nebyla tvorba akrylamidu ovlivněna, a v přítomnosti exogenních 
fenolů se obsah akrylamidu naopak zvyšoval [51]. Také ve vodě rozpustné vitamíny 
by mohli být efektivními inhibitory akrylamidu, zatímco u vitamínů rozpustných 
v tucích byly pozorovány jen slabé inhibiční účinky [52].  
Použití antioxidantů pro snižování akrylamidu není vzhledem k pozitivním i 
negativním výsledků zcela jasné [28, 51], ale existence vztahu mezi koncentrací 
anitoxidantů a obsahem akrylamidu byla potvrzena [45, 53].  
 
 
3  CÍL PRÁCE 
Hlavním cílem dizertační práce je rozšíření znalostní databáze o možnosti 
eliminace akrylamidu ve vybraných druzích tepelně opracovaných potravin a jejich 
aplikace v technologickém procesu výroby potravin spolu s charakterizací 
mechanismu eliminace, jakož i důsledků aplikací na kvalitu produktů, technologii 
výroby a expozici. Dosažením těchto cílů by bylo možné navrhnout změny 
výrobních procesů, které zajistí produkci potravin se sníženým obsahem akrylamidu, 
čímž by došlo k redukci zatížení lidského organismu tímto potenciálním 
karcinogenem a přispělo by se tak k ochraně zdraví spotřebitelů. 
 
 
4  MATERIÁLY A METODY 
 
4.1 Stanovení expozice akrylamidem z potravin 
Pro stanovení předběžného průměrného denního zátížení organismu akrylamidem 
v μg na 1 kg tělesné hmotnosti za den (μg/kg bw/den) byla použita metoda 
standardizovaného rozhovoru prostřednictvím dotazníku s částečně otevřenou 
formou otázek, který byl zaměřen na běžně konzumované potravinářské výrobky, u 
nichž se v průběhu tepelné přípravy předpokládá zvýšená tvorba akrylamidu. 
 
4.2 Příprava vzorků potravin 
Chleby byly připravovány z chlebových směsí společnosti Mäspoma s.r.o. 
určených pro přípravu bramborového, slunečnicového a grahamového chleba v 
domácí pekárně Moulinex Home Bread Inox (Moulinex, Čína) a zvoleném 
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programu č. 2 se stupněm vypečení 3 nebo klasickým způsobem podle pokynů 
výrobce směsí. Pro stanovení měrného objemu a obsahu sušiny chlebů byla použita 
Československá státní norma ČSN 56 0116 Metody zkoušení pekařských výrobků y 
roku 1976. 
Receptura pro přípravu perníčků se skládala ze světlé pohankové mouky nebo 
mouky získané pomletím  pražených pohankových zrn, žitné mouky, pohankového 
medu, kypřícího prášku, cukru, másla a koření. Surovin byly smíchány použitím 
míchacího zařízení KitchenAid (KitchenAid Europa, Inc., Belgie). Z těsta byly 
vykrajovány 5 mm silná kolečka o průměru 55 mm, které se pekly při 180 °C po 
dobu 18 min v elektrické troubě DC-32E (Sveba-Dahlen, Švédsko).  
Modelové sušenky byly připravovány podle standardizované receptury [54] 
použitím míchacího zařízení KitchenAid (KitchenAid Europa, Inc., Belgie). Složení 
bylo modifikováno z hlediska obsahu fruktózy pro simulaci sušenek určených pro 
diabetiky. Z  těsta byla vykrajována kolečka o průměru 60 mm a výšce 8 mm, která 
byla pečena v peci Miwe Condo (Miwe Michael Wenz GmbH, Německo) při teplotě 
horního ohřevu 205 °C po dobu 11 minut.  
 
4.3 Stanovení aktivity vody, pH, barvy, obsahu sušiny a analýza texturních 
vlastností 
Aktivita vody byla stanovována přístrojem LabMaster-aw (Novasina AG, Lachen, 
Švýcarsko). pH bylo měřeno pomocí pH metru inoLab pH 720 (WTW GmbH, 
Weilheim, Germany), buď přímo nebo úpravou vzorky podle normy AOAC 
International [55]. Obsah sušiny vzorků byl stanovován pomocí sušinových váh 
IR120 (Denver Instrument GmbH, Geottingen, Německo) při teplotě 130 °C 
dosažením inflexního bodu na křivce analýzy. Barva byla měřena v CIELab 
barevném prostoru spektrometrem UV/VIS/NIR Spectrophotometer UV-3600 
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko) nebo kolorimetrem Color i5D, X-Rite (Grand Rapid, 
MI, USA). Zdrojem záření bylo umělé denní světlo D65/10°.  
Analýza texturních vlastností těst a hotových sušenek byla prováděna pomocí 
analyzátoru textury TA.XTplus (Stable Micro Systems Ltd., Godalming, Velká 
Británie). Pro stanovení tvrdosti těsta byl použit set pro přípravu těsta (A/DP) a 
válcová sonda z nerezové oceli s průměrem 6 mm (P/6). Lepivost těsta byla 
stanovována použitím akrylátové válcové sondy s průměrem 25 mm (P/25P) a 
SMS/Chen-Hoseneyova soupravou pro lepivost těsta (A/DSC). Stanovení tvrdosti 
sušenek bylo prováděno pomocí soupravy pro tříbodový ohyb (HDP/3PB). 
 
4.4 Stanovení radikál zhášející aktivity DPPH testem 
Stanovení antioxidační kapacity DPPH testem bylo prováděno podle 
modifikované metody Brand-Williams et al. [56]. Sušené a rozdrcené koření bylo 
extrahováno směsí ethanol/voda (φr = 1:1) a pokles absorbance roztoku byl sledován 
při 517 nm pomocí spektrofotometru UV-160 1PC (Shimadzu, Japonsko).  
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4.5 Stanovení obsahu akrylamidu a aminokyselin pomocí LC/ESI-MS-MS 
Zhomogenizované vzorky byly extrahovány 0,1% CH3COOH. Jako vnitřní 
standard byl pro stanovení akrylamidu použit d3-akrylamid a pro stanovení 
aminokyselin d3-kyselina glutamová. GC/MS analýza akrylamidu byla prováděna 
bez derivace s využitím negativní chemické ionizace (NCI) pomocí plynového 
chromatografu Agilent 7890A (Agilent Technologies, USA) s hmotnostním 
detektorem MSD 5975 Inert podle metodiky publikované v článku Kolek et al. [57]. 
LC/MS-MS analýza akrylamidu a aminokyselin byla prováděna pomocí HPLC 
systému 1200 série (Agilent Technologies, USA) spolu s Agilent 6410 Triple Quad 
detektorem vybaveným ESI iontovým zdrojem. Pro stanovení akrylamidu byla 
použita metodika publikovaná v článku Bednáriková et al. [58]. Aminokyseliny byly 
stanovovány podle postupu v článku Ciesarová et al. [59]. 
 
4.6 Senzorické hodnocení 
U chlebů bylo senzoricky hodnoceno pět základních dekriptorů (celkový vzhled, 
kůrka, střídka, pach a chuť) 7 nezávislými hodnotitely pomocí bodové stupnice od 1 
(nejhorší) po 5 (nejlepší). Celkový počet získaných bodů (max. 100 bodů) byl 
vypočítán použitím koeficientů významnosti přiřazenými jednotlivým deskriptorům. 
U pachu i chuti byli hodnoceny vybrané atributy, jejichž intenzita byla určována 
lineární škálou od nevýrazné (0 %) po velmi intenzivní (100 %). 
Organoleptické vlastnosti (vzhledu, barvy, textury, pach a chuti) průmyslově 
vyráběných sušenek byly hodnoceny 10 nezávislými hodnotitely pomocí 
trojúhelníkové zkoušky podle britské normy ISO 4120:2004 [60]. 
 
4.7 Statistické zhodnocení výsledků 
Výsledky chemických analýz jsou uvedeny jako průměr a směrodatná odchylka z 
nezávislých měření. Pro statistické zhodnocení výsledků byla použita 
jednofaktorová analýza rozptylu – ANOVA: jeden faktor. Zhodnocení výsledků 
bylo prováděno na hladině významnosti 0,05.  
 
 
5  VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
5.1 Vyhodnocení expozice akrylamidem z potravin 
Monitorování expozice akrylamidem bylo zaměřeno na průzkum spotřebitelských 
zvyklostí studentů středních škol, kteří patří do vysoce exponované skupiny, 
vzhledem k jejich nižší tělesné hmotnosti a stravovacím návykům [2, 8, 16]. Celkem 
bylo osloveno 388 studentů, z toho 85 chlapců a 109 dívek z České republiky a 84 
chlapců a 110 dívek ze Slovenské republiky. 
Střední (P50) expozice akrylamidem u studentů z České republiky byla stanovena 
na 2,05 μg/kg bw/den (P90 = 3,83 μg/kg bw/den). To znamená, že u 50 % z 
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celkového počtu studentů České republiky byl příjem akrylamidu nižší nebo roven 
2,05 μg/kg bw/den a u 90 % studentů byl nižší nebo roven 3,83 μg/kg bw/den. 
Střední expozice akrylamidem u studentů ze Slovenské republiky byla 
1,87 μg/kg bw/den (P90 = 3,77 μg/kg bw/den). Při porovnání zatížení organismu 
českých a slovenských studentů vyplývá, že slovenští studenti jsou vystaveni asi o 
9 % nižší střední zátěži organismu akrylamidem. Tento rozdíl není příliš výrazný, 
což je dáno výraznou geografickou a sociální podobnost obou zemí.  
Hodnoty získané v této práci jsou v souladu s hodnotami odhadovanými JECFA, 
který průměrný denní příjem u vysoce zatížené skupiny spotřebitelů odhaduje 
v rozmezí od 0,6 do 3,5 μg/kg bw/den [15]. Zároveň tyto hodnoty nepřekračují 
tolerovatelný denní příjem z hlediska prevence vzniku rakoviny, který Tardiff et al. 
[61] odhadli na 2,6 μg/kg bw/den.  
Ze stanovení předběžné expozice také vyplynulo, že až 50 % přijatého akrylamidu 
během dne pochází u studentů středních škol České i Slovenské republiky ze 
sušenek, krekrů, křupavého chléba a podobných výrobků. K expozici významně 
přispívají i hranolky a bramborové chipsy (přibližně 20 %) a chléb a pečivo (také asi 
20 %). U středoškolských studentů se na příjmu akrylamidu významnou měrou 
podílí i svačiny, jejichž součástí je chléb a různé druhy pečiva, ale i extrudované 
chleby a různé sušenky deklarované jako zdravá a rychlá svačinka. 
 
 
5.2 Optimalizace receptury chlebových směsí a technologického procesu  
Pekařské výrobky jsou jedním ze základních pilířů lidské stravy, ale 
nezanedbatelnou měrou se také podílí na expozici akrylamidem z potravin. Na 
základě těchto poznatků byla ve spolupráci se společností Mäspoma s.r.o. navržena 
optimalizace složení receptury jejich chlebových směsí, případně technologického 
procesu přípravy chleba z nich tak, aby bylo dosaženo snížení obsahu akrylamidu 
v chlebech při zachování senzorické kvality finálního výrobku. 
 
5.2.1 Distribuce akrylamidu v jednotlivých částech chleba 
Studium distribuce akrylamidu v jednotlivých částech chleba (celý chléb, střídka, 
kůrka) bylo nezbytné pro nastavení vhodných podmínek přípravy vzorek pro 
stanovení obsahu akrylamidu v chlebu pro následné technologické úpravy, které by 
vedly k minimalizaci vzniku akrylamidu při domácí přípravě chleba.  
Nejvyšší obsah akrylamidu byl stanoven v kůrkách chlebů (Tab. 1). Obsah 
akrylamidu v celkovém chlebu byl poměrně nízký a blížil se hodnotám střídky 
(Tab. 1). Vzhledem k tomu, že střídka tvořila více jak 90 % celého chleba, byl obsah 
akrylamidu v celém chlebu dán především jeho obsahem ve střídce. Hodnoty obsahu 
akrylamidu ve střídce byli velmi nízké, blízko limitu stanovení (LOQ = 10 ppb), 
protože teplota střídky chlebu obvykle dosahuje pouze 94–98 °C [62]. Vliv může 
mít i to, že kůrka tvořící se na povrchu chleba během pečení slouží jako bariéra vůči 
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rychlému odpařování vody ze střídky. Vyšší obsah vody tak může vést k nižší tvorbě 
akrylamidu [48]. Vlhkost chlebů z domácí pekárny byla v rozmezí 40–50 %.  
 
Tab. 1: Obsahu akrylamidu (µg/kg) v chlebech připravených z chlebových směsí 
Příprava v domácí pekárně Klasický způsob přípravy 
 
Celý chléb Střídka Kůrka Celý chléb Střídka Kůrka 
Bramborový 
chléb 30 ± 11 29 ± 8 76 ± 6 69 ± 2 32 ± 2 173 ± 5
Slunečnicový 
chléb 20 ± 6 18 ± 2 48 ± 10 28 ± 1 15 ± 1 45 ± 2 
Grahamový 
chléb 20 ± 8 14 ± 4 28 ± 4 18 ± 1 18 ± 2 37 ± 4 
 
Také monitoring obsahu akrylamidu v  chlebech zakoupených v obchodní síti 
potvrdil vyšší obsah akrylamidu v kůrce chleba (73–756 µg/kg) než v jeho střídce 
(19–113 µg/kg), čímž byl i celkový obsah akrylamidu v chlebech nízký, protože 
podíl střídky se v chlebech z obchodní sítě pohyboval v rozmezí 85–95 %. 
Z porovnání obsahu akrylamidu vyplynulo, že bramborový chléb připravený 
z chlebové směsi i zakoupený v obchodní síti obsahovali v kůrce nejvíce 
akrylamidu, což je pravděpodobně způsobeno použitím surovin z brambor, které 
obsahují značné množství aminokyseliny [8]. Avšak obsah akrylamidu v kůrce 
chlebů z obchodní sítě byl 3–10x vyšší než v kůrce chlebů připravených ze směsí 
v domácí pekárně.  
Výsledky obsahu akrylamidu v chlebech z chlebových směsí připravených 
klasickým způsobem v pekařské peci se zapařováním (Tab. 1) ukázaly významný 
nárůstu obsahu akrylamidu v kůrce bramborového chlebu (až 2,5x), což se projevilo 
i zvýšením hodnoty akrylamidu v celém chlebu. Výsledky tak naznačují, že o 
obsahu akrylamidu v konečném výrobku rozhoduje především jeho složení, i když 
technologický postup a podmínky přípravy a pečení nesmí být opomíjeny. 
Kromě obsahu akrylamidu v chlebech připravených z chlebových směsí, byl 
sledován i obsahu asparaginu, jako hlavního prekurzoru akrylamidu, přičemž pro 
tvorbu akrylamidu je rozhodující obsah asparaginu v těstě před pečením (Tab. 2), 
protože prekurzory akrylamidu (sacharidy a asparagin) jsou v průběhu fermentace 
kvasinkami spotřebovávány [30].  
Mezi obsahem akrylamidu v kůrce a obsahem asparaginu v těstě před pečením 
nebyla pozorována korelace, což může být dáno změnou obsahu aminokyseliny 
v průběhu pečení. Na počátku pečení se zrychluje aktivita bakterií, která se zastavuje 
při teplotě 60 °C [62]. Fermentující bakterie obsahují enzymy, jako jsou proteázy 
nebo peptidázy odštěpující z proteinů aminokyseliny a peptidy, které pěhem pečení 
vstupují do Maillardovy reakce a podílí se na neenzymatickém hnědnutí kůrky [63, 
64]. Pro tvorbu akrylamidu v chlebu je tedy důležitý nejen obsah asparaginu v těstě 
před pečením ale i aktivita fermentujících bakterií na začátku pečení.  
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Tab. 2: pH a obsah aminokyselin v těstě chlebů ze směsi po vykynutí 
Aminokyseliny (mg/kg) 
 pH těsta 
Asn Asp Gln Glu 
Bramborový chléb 5,11 ± 0,01 9 ± 1 52 ± 2 50 ± 1 92 ± 4 
Slunečnicový chléb 4,74 ± 0,01 6 ± 1 11 ± 1 42 ± 7 29 ± 3 
Grahamový chléb 5,21 ± 0,01 9 ± 2 18 ± 1 64 ± 7 65 ± 5 
 
U těsta po fermentaci bylo také sledováno pH (Tab. 2), které rovněž významně 
ovlivňuje tvorbu akrylamidu [39], ale ani zde nebyla zjištěna žádná korelace mezi 
obsahem akrylamidu v kůrce chlebů a hodnotou pH těsta před pečením. To může být 
způsobeno jak složením, tak i činností kvasinek a fermentujících bakterií, protože 
jejich aktivita na začátku pečení může ovlivňovat nejen obsah aminokyselin v těstě, 
ale i pH. 
 
5.2.2 Vliv droždí na produkci chlebů připravených z chlebových směsí 
Biologické kypření je při výrobě chleba rozhodující. Během zrání a kynutí 
výrobku před pečením kvasinky přeměňují pomocí glykolytických enzymů 
sacharidy přítomné v těstě na CO2 a alkohol, ale i další chuťové a aromatické látky a 
zároveň získávají energii pro své životní pochody [62]. Proces fermentace je 
zároveň významným faktorem ovlivňujícím tvorbu akrylamidu, protože kvasinky 
přednostně zpracovávají asparagin [30, 65].  
Vzhledem k problematickému udržení aktivity sušeného droždí a jejímu klesání 
v průběhu doby trvanlivosti i přes přijatá opatření, což se nepříznivě projevuje na 
senzorických vlastnostech výrobku, navrhla společnost Mäspoma s.r.o. zvýšení 
obsahu droždí v chlebové směsi o 25 a 50 %. Navýšení obsahu droždí ve směsi pro 
udržení kvalitativních parametrů bylo ověřováno během skladovacího pokusu 
trvajícího po dobu minimální trvanlivosti směsi při teplotě 17 ± 1 °C. První měření 
bylo provedeno po 3 měsících od výroby, což představuje dobu, za kterou se směs 
dostane z výroby ke spotřebiteli. 
Výsledky obsahu akrylamidu v kůrce slunečnicového chleba měnící se s dobou 
skladování směsi s různým obsahem droždí je uveden na Obr. 1. Z hodnot vyplývá, 
že po 3 a 6 měsících od výroby chlebové směsi, byl obsah akrylamidu v kůrce 
hotových chlebů porovnatelný. Ovšem při skladování směsi 9 měsíců se obsah 
akrylamidu v kůrce slunečnicového chleba výrazně zvýšil (min. na dvojnásobek), 
přičemž jeho obsah se zvyšoval se zvyšujícím se obsahem droždí v chlebové směsi.  
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Obr. 1: Vliv doby skladování směsi na tvorbu akrylamidu v kůrce slunečnicového 
chlebu s různým obsahem droždí  
 
Pro tvorbu akrylamidu je rozhodující obsah asparaginu v těstě před pečením. Jak 
je vidět z Tab. 3 po skladování směsí 3 a 6 měsíců byly během fermentace 
aminokyseliny kvasinkami spotřebovávány. Ovšem po skladování směsí s různým 
obsahem droždí 9 měsíců už se obsah aminokyselin v těstě po kynutí nezměnil. Tyto 
výsledky velmi dobře korelují s obsahem akrylamidu v kůrce chlebů s různým 
obsahem droždí (korelační koeficient 0,94). Zajímavé ale je, že i přes inaktivaci 
kvasinek po 9 měsíčním skladování, se obsah akrylamidu v kůrce chlebů zvyšoval 
se zvyšujícím se obsahem droždí ve směsi, přestože obsah asparaginu v těstě před 
pečením byl stejný bez ohledu na obsah droždí ve směsi. Nárůst obsahu akrylamidu 
s rostoucím obsahem droždí lze nejlépe vysvětlit tím, že v průběhu pečení dochází 
k rozkladu kvasinek na látky, které mohou tvorbu akrylamidu v chlebech podpořit.  
Současně byly sledovány i změny pH těst a parametry hotových chlebů. Hodnoty 
pH těst (Tab. 3) ukazují, že fermentací sice dochází k poklesu pH, ale zvyšování 
obsahu droždí ve směsi nemá na hodnoty pH vliv. pH těst se mění s prodlužující se 
dobou skladování směsi, kdy na konci skladování směsi (9 měsíců) byly stanoveny 
vyšší hodnoty pH fermentovaných těst než po skladování směsi 3 a 6 měsíců. 
Poklesem aktivity kvasinek se nemění pH před a po kynutí těsta, což může mít také 
vliv na tvorbu akrylamidu v hotovém chlebu.  
Výška slunečnicových chlebů nebyla nijak významně ovlivněna různým obsahem 
droždí a ani dobou skladování směsí. Podobně tomu bylo i v případě měrného 
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objemu. Na barvu kůrky slunečnicových chlebů neměl zvyšujícím se obsahem 
droždí ve směsi nijak výrazný vliv, ale byly zaznamenány její změny vlivem doby 
skladování směsí. Tyto změny se projevily především ve světlosti, která se 
s prodlužující dobou skladování snižovala a chleby tak měly tmavší kůrku.  
 
Tab. 3: Obsah aminokyselin v těstě po vykynutí a pH těst před a po kynutí 
slunečnicového chleba s různým obsahem droždí ovlivněný dobou skladování směsi  
Aminokyseliny (mg/kg) pH Obsah 
droždí  
Doba 
skladování Asn Asp Gln Glu před kynutím po kynutí 
100 % 3 měsíce 2 ± 1 3 ± 1 19 ± 2 15 ± 1 4,87 ± 0,01 4,66 ± 0,01
 6 měsíců 2 ± 1 4 ± 1 24 ± 2 15 ± 2 4,85 ± 0,01 4,67 ± 0,01
 9 měsíců 40 ± 2 62 ± 2 48 ± 3 98 ± 8 4,91 ± 0,01 4,79 ± 0,01
125 % 3 měsíce 2 ± 1 2 ± 1 17 ± 2 13 ± 2 4,87 ± 0,01 4,61 ± 0,02
 6 měsíců 2 ± 1 3 ± 1 17 ± 3 15 ± 2 4,84 ± 0,01 4,66 ± 0,01
 9 měsíců 47 ± 1 67 ± 1 64 ± 6 121 ± 4 4,92 ± 0,01 4,75 ± 0,02
150 % 3 měsíce 3 ± 1 4 ± 1 16 ± 1 19 ± 1 4,88 ± 0,01 4,61 ± 0,02
 6 měsíců 4 ± 1 5 ± 1 22 ± 2 25 ± 2 4,80 ± 0,01 4,63 ± 0,01
 9 měsíců 36 ± 5 56 ± 5 32 ± 3 81 ± 11 4,93 ± 0,01 4,82 ± 0,01
 
Také výsledky senzorického hodnocení prokázaly, že různý obsah droždí 
významně neovlivnil organoleptické vlastnosti slunečnicových chlebů, kdežto doba 
skladování směsí ano. Chleby připravené na konci doby skladování směsi byly 
celkově hodnoceny hůře (počet bodů: 69–77) než chleby připravené ze směsí po 3 
měsících skladování (počet bodů: 87–90). Podle hodnotitelů měli chleby ze směsí po 
9 měsících skladování hutnou, vlhkou střídku a také tmavou kůrku. Na konci doby 
skladování došlo také k poklesu intenzity typického chlebového pachu (z 88–95 % 
na 66–85 %) a chuti (z 85–90 % na 74–88 %), přičemž tato intenzita klesala u 
chlebů po 9 měsících skladování směsi se zvyšujícím se obsahem droždí. Zároveň 
došlo ke zvýraznění dalších nežádoucích atributů v porovnání s chlebem s původním 
obsahem droždí, jako je chuť a pach po droždí.  
   Výsledky vlivu doby skladování směsí na slunečnicový chléb s různým 
obsahem droždí ukázaly, že zvýšení obsahu droždí v chlebové směsi není vhodný 
způsob zajištění kvality chleba. Zvýšení obsahu droždí totiž nezajistilo požadovanou 
aktivitu droždí po celou dobu trvanlivosti a vedlo i ke zvyšování obsahu akrylamidu 
v chlebu po inaktivaci droždí.  
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5.3 Vliv koření na tvorbu akrylamidu v perníkách 
Perníky jsou sladké cereální výrobky typické pro řadu evropských zemí, které 
představují významný zdroj expozice akrylamidem ze stravy kvůli jeho relativně 
vysokému obsahu. Jednou z hlavních výzev, které čelí potravinářský průmyslu, je 
ale požadavek vyvíjet výrobky s příznivým účinkem na zdraví spotřebitele. 
 
5.3.1 Nahrazení žitné mouky v perníkách pohankovou moukou  
V posledních letech vzrostl zájem především o pohanku díky vysokému obsahu 
antioxidantů, a o její produkty [66]. S ohledem na tyto požadavky byl sledován vliv 
náhrady 30 % podílu žitné mouky světlou pohankovou moukou v receptuře perníku 
na tvorbu akrylamidu.  
V perníkách, které obsahovaly pouze žitnou mouku, byl obsah akrylamidu 
486 μg/kg sušiny (viz Tab. 4). Při nahrazení 30 % podílu žitné mouky v receptuře 
perníku pohankovou moukou došlo k poklesu obsahu akrylamidu téměř o polovinu. 
Při použití světlé pohankové mouky byl obsah akrylamidu v perníkách snížen o 
45 %. Druh mouky totiž významně ovlivňuje produkty Maillardovy reakce. 
Capuano et al. [67] uvádí, že celozrnné a žitné mouky přispívají k tvorbě 
akrylamidu více než mouky pšeničné, vzhledem k jejich vyššímu obsahu volného 
asparaginu, jako klíčového prekurzoru akrylamidu. Následně byl tedy stanovován 
obsah asparaginu a dalších důležitých aminokyselin. Analýza aminokyselin ukázala, 
že pohanková mouka obsahuje jen velmi málo asparaginu (přibližně 40 mg/kg) v 
porovnání s žitnou moukou (383 mg/kg).  
 
Tab. 4: Obsah aminokyselin v těstech a obsah akrylamidu v perníkách s různým 
obsahem mouk 
Aminokyseliny (mg/kg) 
Obsah mouky 
Asn Asp Gln Glu 
Akrylamid 
(µg/kg sušiny)
100 % obsah žitné 
mouky 160 ± 16 214 ± 19 29 ± 1 122 ± 11 486 ± 11 
30 % obsah světlé 
pohankové mouky 126 ± 8 183 ± 19 39 ± 7 131 ± 3 269 ± 9 
 
Nahrazením 30 % podílu žitné mouky pohankovou moukou klesl celkový obsah 
asparaginu v těstě v průměru o 25 % (Tab. 4), což vedlo k téměř 50 % snížení 
obsahu akrylamidu. Pokles obsahu akrylamidu v perníku mohl být kromě snížení 
obsahu asparaginu v těstě způsoben i látkami přítomnými v pohance, jako je rutin, 
kvercetin, isoorientin a další, které účinně snižují oxidační stres buněk [68], avšak 
úloha antioxidantů v ochraně zdraví je velmi složitá a její mechanismus nebyl 
doposud uspokojivě vysvětlen [69]. 
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5.3.2 Vliv koření na tvorbu akrylamidu v perníku z pohankové mouky 
Podle studie Ciesarové et al. [49] antioxidační aktivita extraktů některých koření 
souvisí s tvorbou akrylamidu v modelové matrici potravin. Cílem této studie tak 
bylo posoudit vliv komerční směsi pro přípravu perníku a v ní obsažených 
jednotlivých druhů koření (skořice, nového koření, hřebíčku, anýzu, koriandru, 
fenyklu a muškátového květu) na obsah akrylamidu v perníkách s přídavkem 
pohankové mouky s ohledem na jejich antioxidační aktivitu. Koření, jako součást 
receptury perníků z pohankové mouky, byla hodnocena jako možné urychlovače 
nebo inhibitory tvorby akrylamidu. 
Jak je vidět z výsledků uvedených v Tab. 5, použitím perníkového koření nebyly 
zjištěny žádné statisticky významné změny v obsahu akrylamidu v perníku se 
světlou pohankovou moukou v porovnání s perníkem bez přídavku koření. Avšak při 
aplikaci jednotlivých druhů koření se jejich vliv na obsah akrylamidu lišil. Při 
aplikaci fenyklu, anýzu nebo hřebíčku do perníku se světlou pohankovou moukou 
byla jejich účinnost snížení obsahu akrylamidu (o 21, 17 a 17 %) porovnatelná. 
Opačný účinek na obsah akrylamidu v pernikách byl pozorován při použití skořice a 
koriandru, kdy zvyšoval obsah akrylamidu v perníku s moukou z pražené pohanky o 
18 % a skořice dokonce o 29 %. V případě nového koření nebyla zaznamenána 
změna obsahu akrylamidu. 
 Z výsledků vyplynulo, že použití koření ve směsi patrně vede k vzájemnému 
rušení jejich pozitivního či negativního vlivu na obsah akrylamidu v perníku. 
Z těchto důvodu by bylo vhodné změnit poměr jednotlivých koření v perníkovém 
koření tak, aby se zvýšil obsah koření s účinkem potlačujícím vznik akrylamidu 
v perníčkách. Samozřejmě je nutné zohlednit dopad změn v perníkovém koření na 
konečné senzorické vlastnosti výrobku. 
 
Tab. 5: Vliv perníkového koření a jednotlivých druhů koření v ní obsažené na obsah 
akrylamidu v perníkách se světlou pohankovou moukou  
Akrylamid 
Koření 
Antioxidační  
aktivita 
(μmolTrolox/g) (μg/kg sušiny) Změna (%) 
Kontrola (bez koření) – 269 ± 9 – 
Perníkové koření 47 ± 1 256 ± 3 Beze změny 
Fenykl 37 ± 1 212 ± 7 ↓ 21 
Anýz 37 ± 3 222 ± 5 ↓ 17 
Hřebíček 47 ± 1 223 ± 15 ↓ 17 
Nové koření 86 ± 8 277 ± 2 Beze změny 
Koriandr 16 ± 1 318 ± 2 ↑ 18 
Skořice 972 ± 1 346 ± 12 ↑ 29 
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Vzhledem k předpokládanému vztahu k tvorbě akrylamidu byla stanovena u 
každého koření antioxidační aktivita (Tab. 5) pomocí DPPH• testu v extraktech 
ethanol/voda (φr = 1:1). Kořením s nejvyšší antioxidační aktivitou byla skořice. 
Nižší antioxidační kapacita byla pozorována u nového koření. U ostatních druhů 
koření a směsi koření byla antioxidační aktivita nižší jak 50 μmolTrolox/g.  
Antioxidační aktivita extraktů koření byla korelována s obsahem akrylamidu 
v perníkách se světlou pohankovou moukou, kdy byla stanovena slabá korelace 
(korelační koeficient 0,69). Důvod může být v komplexnosti procesů, které je třeba 
vzít v úvahu. Existuje mnoho parametrů, které mohou ovlivnit vznik akrylamidu a 
reaktivnost antioxidantů. Obecná reakční schéma tvorby akrylamidu je tvořeno 
základními kroky, přičemž každý krok závisí na přítomných reaktantech a na 
teplotě, obsahu vody a pH podmínek. [70]. V tomto velmi citlivém procesu může 
nejen přítomnost volných radikálů, ale také dalších reaktivních skupin jednotlivých 
složek koření ovlivnit směr reakcí vedoucích k tvorbě akrylamidu. Sloučeniny 
obecně považovány za antioxidanty mohou mít velmi rozdílné účinky, které jsou 
přičítány jejich struktuře, polaritě a reaktivnosti [46, 71, 72].  
Ve své studii Ciesarová et al. [49] popisuje silnou korelaci mezi obsahem 
eugenolu přidaného do modelových vzorků a konečným obsahem akrylamidu. 
Mechanismus antioxidačního účinku eugenolu na tvorbu akrylamidu není doposud 
zcela znám, ale jeho principem je pravděpodobně přerušení radikálových reakcí 
vedoucích k tvorbě akrylamidu zhášením volných radikálů [49]. Na druhou stranu, 
existují i sloučeniny, které tvorbu akrylamidu podporují. To lze předpokládat 
v případě skořice, kdy promotory na bázi kyseliny skořicové určují konečný vliv 
tohoto koření, a to i bez ohledu na přítomnost eugenolu a jeho radikál zhášející 
aktivitě. Tento vliv nebyl zatím dostatečně vysvětlen, ale lze očekávat podobný 
účinek i v případě jiných koření [18]. Z výsledků Zhang et al. [73] vyplývá, že 
způsob, jakým antioxidanty ovlivňují tvorbu akrylamidu, závisí na jejich 
koncentraci. To může být dáno přirozenými vlastnostmi antioxidantů a antioxidační 
kapacitou potravinových matric, což se nazývá „antioxidační paradox“ [73]. 
Nicméně, přítomnost látek s deklarovanými antioxidačními vlastnostmi 
v potravinách je velmi cenná z hlediska zdravotních přínosů, a to i navzdory 
současným vyšším výskytům akrylamidu. 
 
5.4 Eliminace akrylamidu v pečivářských produktech 
Předběžný průzkum spotřebitelských zvyklostí (kapitola 5.1) ukázal, že nejvíce 
dochází k zatížení lidského organismu akrylamidem přijatým ze sladkých sušenek. 
Ve spolupráci s Pečivárnami Liptovský Hrádok byl tedy proveden vstupní 
monitoring výskytu akrylamidu v celém jejich sortimentu výrobků s úmyslem 
navrhnout a optimalizovat technologii výroby, případně složení výrobní receptury 
vybraných druhů trvanlivého pečiva s cílem minimalizovat obsah akrylamidu a tím 
zabezpečit zvýšení zdravotní bezpečnosti výrobků. 
 
  20 
5.4.1 Monitoring obsahu akrylamidu v pečivářských produktech 
Monitoring akrylamidu byl proveden v celém sortimentu cereálních produktů 
firmy Pečivárne Liptovský Hrádok, který je tvořen 38 různými druhy oplatek 
plněných, sušenek sladkých, celozrnných, diabetických, celiatických či 
diabeticko-celiatických. Z výsledků bylo zjištěno, že více než 70 % výrobků 
obsahovalo méně než 100 μg akrylamidu na kg sušiny. V případě 8 výrobků byl 
pozorován obsah akrylamidu v rozmezí 128–426 μg/kg sušiny, což byly převážně 
výrobky určené pro speciální skupinu spotřebitelů – pro diabetiky. Tyto výrobky se 
od ostatních liší svou recepturou, protože namísto sacharózy obsahují fruktózu, která 
je významným prekurzorem akrylamidu [74]. Přesto byl obsah akrylamidu ve 
výrobcích pro diabetiky nižší než 500 µg/kg, což je směrná hodnota pro komoditu 
„sušenky“ uvedená v Doporučení komise ze dne 10. 1. 2011 [14]. Výjimku 
představovaly pouze tři výrobky, u nichž byl zjištěn vysoký obsah akrylamidu 
(v rozmezí 736–1058 µg/kg sušiny): 
 Produkt A: Kakaovo-kokosové sušenky s fruktózou 
 Produkt B: Kakaové sušenky s fruktózou polomáčené 
 Produkt C: Celozrnné sušenky s fruktózou 
Na základě těchto výsledků a po dohodě s výrobcem byl hledán způsob snížení 
obsahu akrylamidu v těchto třech vybraných diabetických sušenkách bez 
nežádoucího vlivu na výsledné organoleptické vlastnosti a přijatelnost 
konzumentům. Receptura výrobků je vlastnictvím firmy a byli poskytnuty pouze 
údaje přímo souvisící s tvorbou akrylamidu (podíl mouky a cukru) a i ty jsou 
předmětem utajení. Pečení probíhalo v elektrické peci s posuvným pečícím pásem 
při zapnutém horním pečení. Podrobnější údaje jsou uvedeny v Tab. 6. 
 
Tab. 6: Přehled parametrů zjištěných při přípravě a zpracovávání těsta 
Produkty Vlhkost těsta (%) 
pH 
těsta 
Teplota 
těsta (°C) 
Doba stání 
těsta (min)* 
Teplota 
pečení (°C)
Produkt A 15,0 7,2 25–26 37 190–260 
Produkt B 15,3 7,5 27–28 60 90–180 
Produkt C 12,7 8,4 24–25 31 190–260 
   * Čas od vyklopení těsta z míchače po zpracování celé dávky 
 
Opětovnou analýzou byl potvrzen vysoký obsah akrylamidu ve zkoumaných 
výrobcích (Tab. 7) přesahující směrnou hodnotu pro sušenky 500 μg/kg [14], proto 
byla provedena analýza vybraných druhů aminokyselin v těstech. Obsah asparaginu 
jako hlavního prekurzoru akrylamidu v těstě (Tab. 7) poměrně dobře koreloval 
s výsledným obsahem akrylamidu v konečném výrobku.  
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Tab. 7: Přehled obsahu aminokyselin v těstech a akrylamidu v hotových produktech  
 Aminokyseliny (mg/kg) Akrylamid 
 Asn Asp Gln Glu (μg/kg) (μg/kg sušiny)
Produkt A 57 ± 3 74 ± 2 33 ± 1 72 ± 3 849 ± 9 872 ± 9 
Produkt B 42 ± 1 60 ± 2 26 ± 1 44 ± 2 1199 ± 21 1228 ± 22 
Produkt C 152 ± 6 98 ± 2 41 ± 1 100 ± 5 1865 ± 60 1940 ± 62 
 
Po zhodnocení výše uvedených výsledků byla pro eliminaci akrylamidu zvolena 
aplikace enzymu asparagináza, jako jeden z nástrojů doporučovaných Food Drink 
Europe v dokumentu Acrylamide Toolbox 2011, který katalyzuje konverzi 
aminokyseliny L-asparagin na kyselinu asparagovou, čímž odstraňuje hlavní 
prekurzor akrylamidu [30]. Enzym L-asparagináza je nejaktivnější v neutrálním pH 
a teplotě do 60 °C, stabilní je mezi pH 4–8 při 37 °C po dobu 2 hodin. Při vysokých 
teplotách dochází k inaktivaci enzymu denaturací a ve finálním výrobku se tak 
enzym nevyskytuje [40, 75]. Výhodou použití asparaginázy je její minimální vliv na 
chuť a barvu finálního produktu [30, 40]. Nevýhodou je kompatibilnost enzymu 
s podmínkami při průmyslovém zpracování, protože efektivnost enzymem 
katalyzovaných reakcí je ovlivněna řadou proměnných, při nichž reakce proběhne, a 
které je nutné brát při aplikaci v potravinářství v úvahu [40].  
 
5.4.2 Aplikace enzymu L-asparagináza v modelových sušenkách  
Před samotnou aplikací enzymu v praxi byla účinnost konverze asparaginu a její 
dopad na tvorbu akrylamidu a kvalitativní vlastnosti produktů ověřena 
v laboratorních podmínkách na modelových vzorkách. Zároveň byl navržen vhodný 
způsob aplikace enzymu, který zabezpečí homogenitu a dostupnost enzymu. 
Pro eliminaci akrylamidu byly testovány 3 druhy komerčně dostupného enzymu 
asparagináza od společnosti DSM Food Specialties B.V. určené pro potravinářské 
účely: PreventASe® W (2500 ASPU/g ± 5 %), PreventASe® W Extra (2500 ASPU/g 
± 5 % (při pH 7,2)) oba ve formě mikrogranulí vázaných na pšeničnou mouku a 
PreventASe® ASG (≥ 2500 NASPU/g), jehož nosičem je 50% glycerol. Doba 
působení enzymu byla v obou částech experimentu pevně dána časovými údaji od 
vybrání těsta z mísi až po vložení do pece a trvala vždy 30 minut při teplotě 
24,5 ± 0,5 °C. 
Pro zjištění vhodného způsobu aplikace enzymu do těsta sušenek byla použita 
koncentrace enzymu 2075 ASPU/kg představující přibližně 1,5násobek dávky 
doporučované výrobcem pro podobný typ výrobku [76]. Enzym byl aplikován buď 
rozptýlený ve vodě, nebo jako součást mouky. Z výsledků vyplynulo, že obsah 
akrylamidu v modelových sušenkách byl aplikací enzymu v mouce snížen o 34 %, 
přičemž aplikaci enzymu ve vodě došlo k poklesu obsahu akrylamidu dokonce o 
57 %. Nižší pokles obsahu akrylamidu po aplikaci enzymu společně s moukou je 
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nejspíše způsoben nedostatečnou aktivací enzymu. Rozptýlením enzymu ve vodě je 
zajištěna nejen jeho včasná aktivace, ale i jeho lepší distribuce v těstě, což usnadňuje 
kontakt enzymu s volným asparaginem. Pro aplikaci enzymu do těsta modelových 
sušenek byl tedy zvolen způsob aplikace společně s vodnou fází při přípravě těsta.  
Cílem porovnávání účinnosti eliminace akrylamidu v modelových sušenkách 
aplikací enzymu asparaginázy bylo stanovit vhodnou koncentraci enzymu zajišťující 
snížení obsahu akrylamidu v sušenkách pod hodnotu 500 μg/kg. Na základě 
deklarované aktivity enzymu PreventASe® W (2500 ASPU/g ± 5 %) a s ohledem na 
matrici sušenek, byla po konzultaci s výrobcem navržena aplikace enzymu ve třech 
různých koncentracích (1250, 1750 a 2250 ASPU/kg mouky). Z porovnání obsahu 
akrylamidu v modelových sušenkách bez enzymu a po aplikaci enzymu 
PreventASe® W vyplynulo, že se zvyšující se koncentrací enzymu asparagináza sice 
klesá obsah akrylamidu v modelových sušenkách, ale ani přes téměř 56 % snížení 
obsahu akrylamidu při nejvyšší navržené koncentraci enzymu PreventASe® W 
nebylo dosaženo snížení obsahu akrylamidu pod hodnotu 500 μg/kg (Obr. 2). 
Výsledky pokusů se zvýšením koncentrace enzymu PreventASe® W ukázaly, že 
obsah akrylamidu v sušenkách už dále výrazně neklesá se zvyšující se koncentrací 
enzymu, což mohlo být způsobeno omezenou mobilitou enzymu. Obsah vody v těstě 
byl totiž pouze 16,7 %, přičemž pro aplikaci enzymu asparagináza PreventASe® W 
doporučuje výrobce obsah vody minimálně 20 %. To potvrzuje Hendriksen et al. 
[40], kteří ve své studii prokázali korelaci mezi úrovní akrylamidu v sušenkách a 
obsahem vody v enzymem ošetřeném těstě. 
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Obr. 2: Porovnání obsah akrylamidu v modelových sušenkách po aplikaci enzymů 
ve stejné koncentraci:  PreventASe® W a W Extra (2250 ASPU/kg mouky) a 
PreventASe® ASG (2250 NASPU/kg mouky) 
 
Při porovnání poklesu obsahu akrylamidu použitím komerčních enzymů ve stejné 
koncentraci (Obr. 2) je patrné, že aplikací enzymu PreventASe® W Extra byl snížen 
obsah akrylamidu až o 64 %, tedy na rozdíl od enzymu PreventASe® W těsně pod 
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směrnou hodnotu 500 μg/kg. V případě aplikace enzymu PreventASe® ASG klesl 
obsah akrylamidu dokonce o 73 %, což mohlo být dáno jeho lepší aktivací, která je 
patrně podpořena tím, že jeho nosičem je 50% glycerol.  
Účinnost enzymů PreventASe® W, W Extra a ASG v modelových sušenkách byla 
sledována i stanovováním obsahu 4 vybraných aminokyselin (asparagin, kyselina 
asparagová, glutamin, kyselina glutamová) v těstě po aplikaci enzymu asparagináza, 
protože enzym není aktivní jen s L-asparaginem jako substrátem, ale např. 
z glutaminu také odštěpuje aminoskupinu i když pomaleji [77]. Výsledky ukázly, že 
aplikací enzymů došlo k poklesu obsahu asparaginu a nárůstu obsahu kyseliny 
asparagové. Obsahu glutaminu a kyseliny glutamové v těstě se působením enzymů 
nijak významně nezměnil. Porovnáním poklesu obsahu akrylamidu v modelových 
sušenkách s poklesem obsahu asparaginu v těstě použitím různých koncentrací 
enzymů PreventASe® byla stanovena vysoká korelace výsledků (korelační 
koeficient: 0,96–1,00). Obsah akrylamidu v konečném výrobku je tedy přímo 
úměrný účinnosti enzymu v odbourávání asparaginu v těstech modelových sušenek.  
Kromě porovnávání účinnosti eliminace akrylamidu v modelových sušenkách 
aplikací enzymu asparagináza, byl sledován i vliv enzymů na kvalitativní vlastnosti 
modelových sušenek a jejich těst. Jedním z klíčových faktorů přijetí sušenek 
spotřebitelem je finální barva výrobku. Barva sušenek byla vyjádřena v CIELab 
barevném prostoru. Pro vyhodnocení barvy byl použit toleranční limit 
ΔL* = +1,50/–1,50, Δa* = +1,50/–1,50 a Δb* = +1,50/–1,50, při kterém je barevný 
rozdíl vzorků pro lidské oko jen těžko postřehnutelný. To ukázalo, že odbouráním 
asparaginu enzymem asparagináza nedochází k podstatným změnám výsledné barvy 
modelových sušenek a to ani při zvyšující se koncentraci enzymu. 
Z texturních vlastností těst modelových sušenek byla stanovována tvrdost 
a lepivost těsta, kdy tvrdost je definována jako síla potřebná k dosažení dané 
deformace a lepivost (adhezivnost) představuje sílu potřebnou k překonání síly 
přitažlivosti mezi povrchem potraviny a povrchem sondy [78]. Zároveň byly 
pozorovány i případné změny texturních vlastností finálních sušenek vyvoláné 
působením enzymů, z nichž byla sledována opět tvrdost. Na základě statistického 
zhodnocení nebylo zjištěno, že by aplikací enzymů a ani jejich zvyšující se 
koncentrací docházelo ke statisticky významným změnám texturních vlastností 
sušenek a jejich těst v porovnání s kontrolními sušenkami bez enzymu, a to i přesto, 
že se tvrdost těst i sušenek v průběhu celého experimentu výrazně měnila. Rozdíly 
v tvrdosti těst mohly být způsobeny kolísáním teploty během jejího stanovování, ale 
i teplotou surovin použitých při jejich přípravě. Tvrdost sušenek pak byla ovlivňěna  
zejména změnou teploty v jednotlivých částech pece.  
 
5.4.3 Aplikace enzymu L-asparagináza v průmyslových sušenkách  
Poznatky získané z experimentů prováděných v modelových systémech byly 
následně aplikovány v praxi s cílem optimalizovat podmínky aplikaci enzymu 
L-asparaginázy. Pro aplikace enzymu v průmyslových podmínkách byly na základě 
výsledků uváděných v předchozí kapitole zvoleny enzymy: PreventASe® ASG 
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(≥ 2500 NASPU/g), jehož nosičem je 50% glycerol a PreventASe® W Extra 
(2500 ASPU/g ± 5 % při pH 7,2) ve formě mikrogranulí navázaných na pšeničnou 
mouku. 
Porovnání výsledků obsahu akrylamidu v Produktech A, B a C před a po použití 
enzymů PreventASe® ASG a W Extra je uvedeno v Tab. 8. V případě Produktu A 
došlo při aplikaci enzymu PreventASe® ASG k výměně ranní a odpolední výrobní 
směny a došlo tak k úpravě podmínek pečení podle zvyklostí pekaře z nové směny, 
což mělo vliv na obsah akrylamidu v sušenkách ze začátku výrobní šarže po aplikaci 
totho enzymu a tudíž není v Tab. 8 tato hodnota uvedena.  
Na účinnosti enzymů PreventASe® ASG a W Extra v eliminaci akrylamidu se 
projevila doba působení enzymu v těstě, tedy doba od jeho vyklopení z míchacího 
zařízení až po jeho vstup do pece. Z výsledků obsahu akrylamidu na začátku a na 
konci výrobní šarže (Tab. 8) vyplývá, že prodloužením doby působení enzymu 
vedlok  výraznějšímu poklesu obsahu akrylamidu v sušenkách, a to zvláště při 
aplikaci enzymu PreventASe® W Extra. Avšak prodloužení doby působení enzymu 
nemusí vždy vést k dalšímu poklesu akrylamidu, jako tomu bylo při aplikaci 
enzymu PreventASe® ASG do Produktu C. To může být ovlivněno řadou parametrů, 
z nichž nejvíce pravděpodobnou je omezená mobilita enzymu. I když se prodloužení 
doby působení enzymu jeví jako perspektivní možnost v eliminaci obsahu 
akrylamidu, nevýhodou je, že příliš dlouhá doba stání těsta může mít negativní 
dopad na organoleptických vlastnostech finálního výrobku.  
 
Tab. 8: Obsah akrylamidu v Prodkutech A, B a C bez a s enzymem 
PreventASe® ASG a W Extra 
  Obsah akrylamidu  (µg/kg sušiny) 
  Začátek šarže Konec šarže 
Produkt A   
 Kontrola 1083 ± 116 
 PreventASe® ASG (2250 NASPU/kg mouky) – 972 ± 7 
 PreventASe® W Extra (2250 ASPU/kg mouky) 819 ± 3 665 ± 5 
    
Produkt B   
 Kontrola 1941 ± 107 
 PreventASe® ASG (2250 NASPU/kg mouky) 1527 ± 5 1342 ± 10 
 PreventASe® W Extra (2250 ASPU/kg mouky) 1653 ± 20 957 ± 14 
    
Produkt C   
 Kontrola 1530 ± 123 
 PreventASe® ASG (2250 NASPU/kg mouky) 1155 ± 4 1151 ± 8 
 PreventASe® W Extra (2250 ASPU/kg mouky) 1042 ± 4 841 ± 1 
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Výsledky obsahu akrylamidu v Produktech A, B, C (Tab. 8) také ukázaly, že 
účinnost enzymů PreventASe® ASG a W Extra byla v podmínkách průmyslové 
výroby sušenek odlišná. Enzym PreventASe® W Extra byl v průmyslových 
podmínkách účinnější než enzym PreventASe® ASG, což se projevilo větším 
poklesem obsahu akrylamidu (přibližně o 20–30 % více). Rozdílná účinnost enzymů 
mohla být dána způsobem jejich aplikace do těsta průmyslově vyráběných sušenek. 
Sypký enzym PreventASe® W Extra totiž nemohl být aplikován do těsta společně 
s vodou (jak bylo původně navrženo), protože nebylo možné zajistit jeho rozptýlení 
ve vodě a tím ani jeho kvantitativní převedení z dávkovače do míchacího zařízení. 
Enzym PreventASe® W Extra byl tedy přidáván společně s moukou, což sice mohlo 
vést k jeho pomalejší aktivaci, ale byl tak v těsnějším kontaktu se substrátem 
(asparaginem) než kapalný enzym PreventASe® ASG, který byl přidáván s vodou. 
Efektivnost enzymů v průmyslových podmínkách se také značně lišila od jejich 
účinnosti v modelovém systému. V průmyslových podmínkách byla účinnost 
enzymů asi o 10–45 % nižší, což mohlo být způsobeno nevyhnutelnou variabilitou 
šarží v průmyslové výrobě, či vlivem matrice, tedy jejím složením a strukturou [42].  
 
Tab. 9: Obsah asparaginu a kyselin asparagové v těstech Prodkutů A, B a C bez a s 
enzymem PreventASe® ASG a W Extra 
  Asn Asp 
  Začátek šarže 
Konec 
šarže 
Začátek 
šarže 
Konec 
šarže 
Produkt A     
 Kontrola 48 ± 5 65 ± 9 
 PreventASe
® ASG  
(2250 NASPU/kg mouky) 41 ± 5 48 ± 4 63 ± 6 77 ± 6 
 PreventASe
® W Extra  
(2250 ASPU/kg mouky) 38 ± 2 33 ± 2 87 ± 3 85 ± 3 
      
Produkt B     
 Kontrola 53 ± 8 79 ± 10 
 PreventASe
® ASG  
(2250 NASPU/kg mouky) 46 ± 3 49 ± 4 88 ± 4 95 ± 3 
 PreventASe
® W Extra  
(2250 ASPU/kg mouky) 37 ± 3 30 ± 4 100 ± 5 97 ± 12
      
Produkt C     
 Kontrola 87 ± 6 67 ± 5 
 PreventASe
® ASG  
(2250 NASPU/kg mouky) 74 ± 5 70 ± 5 74 ± 5 83 ± 4 
 PreventASe
® W Extra  
(2250 ASPU/kg mouky) 69 ± 3 65 ± 7 82 ± 2 93 ± 8 
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Kromě eliminace akrylamidu byl sledován i pokles obsahu asparaginu po ošetření 
těsta enzymem L-asparagináza a současně 3 dalších vybraných aminokyselin 
(kyselina asparagová, glutamin, kyselina glutamová). Výsledky uvedené v Tab. 9 
ukazují, že působením enzymu PreventASe® W Extra a ASG klesal obsah 
asparaginu, čímž došlo k mírnému nárůstu obsahu kyseliny asparagové. Obsah 
glutaminu a kyseliny glutamové se v těstě měnil pouze minimálně.  
Hendriksen et al. [40] uvádí, že při porovnání výsledků řady studií byl pozorován 
pouze malý přímý vztah mezi procentuálním snížením obsahu asparaginu a obsahu 
akrylamidu v různých produktech. To je pravděpodobně způsobeno podmínkami 
zpracování a dalšími složkami receptury, které se liší produkt od produktu [40]. 
Dalším možným důvodem nejednoznačnosti výsledků stanovení obsahu 
aminokyselin by v tomto případě mohla být nestabilita těst, která mohla vést ke 
změnám obsahu aminokyselin v těstech v době od jejich odebrání a inaktivace 
enzymu až po jejich stanovení. 
Také při aplikaci enzymu asparagináza v průmyslově vyráběných sušenkách byly 
sledovány případné změny texturních a organoleptických vlastností sušenek a jejich 
těst vyvolané použitím enzymu. U rozměrů a hmotnosti sušenek nebyly zjištěny 
statisticky významné odlišnosti vyvolané působením enzymu, což je důležité nejen 
pro přijetí spotřebitelem, ale také pro efektivitu výroby a výrobce tak nemusí např. 
upravovat velikost obalu nebo údaje o gramáži balení výrobku.  
Celková přijatelnost sušenek po aplikaci enzymů spotřebitelem byla testována 
senzorickým hodnocením pomocí trojúhelníkové zkoušky, kdy hodnotitelé měli 
zjistit rozdíl v jedné nebo více organoleptických vlastností sušenek (vzhled, barva, 
textura, pach nebo chuť výrobku). V případě Produktu B a Produktu C nebyl 
statisticky prokázán vliv enzymu L-asparagináza na finální organoleptické vlastnosti 
průmyslově vyráběných sušenek se sníženým obsahem akrylamidu. Ovšem u 
Produktu A byly hodnotiteli zjištěny barevné a chuťové rozdíly mezi kontrolními 
sušenkami a sušenkami s enzymem. Ty ale byly způsobeny především úpravou 
pečícího režimu po výměně směn, protože pekař z odpolední směny během pečení 
jednotlivých šarží Produktu A pečící režim neustále upravoval.  
 
5.5 Odhadem dopadu aplikace metod eliminace akrylamidu na celkovou 
expozici 
Výsledky studia tvorby a eliminace akrylamidu v této práci ukázaly možné 
způsoby snížení obsahu akrylamidu ve vybraných cereálních potravinách. Na 
základě těchto poznatků byl zjišťován možný dopad aplikace těchto metod v praxi 
na expozici akrylamidem z potravin.  
Při odhadu dopadu opatření snižujících obsah akrylamidu v cereálních 
potravinách byly při výpočtu brány v úvahu maximální hodnoty akrylamidu, které 
byly sníženy na hodnoty získané z výsledků uvedených v předcházejících 
kapitolách. Maximální obsah akrylamidu pro chléb konzumní byl snížen 
z 0,162 µg/g na 0,040 µg/g, což je přibližný obsah akrylamidu stanovený v chlebech 
připravených v domácí pekárně uváděný v kapitole 5.2. Pro perníky byla maximální 
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hodnota obsahu akrylamidu snížena na polovinu, což by mohlo zajistit nahrazení 
30 % žitné mouky v receptuře moukou pohankovou v kombinaci s vhodně zvoleným 
kořením, jak vyplynulo z kapitoly 5.3. V případě sladkých sušenek neplněných byl 
maximální obsah akrylamidu snížen asi o 1/3, čehož bylo dosaženo aplikací enzymu 
L-asparagináza v průmyslových podmínkách v kapitole 5.4.3.  
Použitím hodnot sníženého obsahu akrylamidu ve vybraných potravinách byla 
následně přepočítána expozice akrylamidem z potravin studentů středních škol 
České a Slovenské republiky (Tab. 10), z čehož vyplynulo, že expozice 
akrylamidem klesla v průměru o 10 %. Míra poklesu příjmu akrylamidu konzumací 
potravin je indiviuální pro každého spotřebitele a je dána jeho stravovacími návyky.  
 
Tab. 10: Zatížení organismu českých a slovenských studentů akrylamidem 
(μg/kg bw/den) před a po snížení maximální hodnoty obsahu akrylamidu ve 
vybraných potravinách 
 Česká republika Slovenská republika 
Obsah 
akrylamidu 
Střední 
(P50) 
Vysoká 
(P90) 
Střední 
(P50) 
Vysoká 
(P90) 
Před snížením 2,05 3,83 1,87 3,77 
Po snížení  1,80 3,47 1,65 3,50 
 
Porovnání expozice akrylamidem z potravin u studentů z České a Slovenské 
republiky s hodnotami tolerovatelného denního příjmu (2,6 μg/kg bw/den) z 
hlediska prevence vzniku rakoviny [61] ukazuje, že aplikací metod snižujících 
tvorbu akrylamidu lze snížit možné riziko vzniku rakoviny konzumací potravin se 
zvýšeným obsahem akrylamidu.  
 
6  ZÁVĚR 
Cílem dizertační práce bylo rozšíření znalostní databáze o možnosti eliminace 
akrylamidu ve vybraných druzích tepelně zpracovaných potravin a jejich aplikace v 
technologickém procesu výroby potravin spolu s charakterizací mechanismu 
eliminace, jakož i důsledků aplikací na kvalitu produktů, technologii výroby a 
expozici. Předběžný průzkum expozice středoškolských studentů České a Slovenské 
republiky akrylamidem ukázal, že nejvíce jsou studenti zatíženi akrylamidem z 
cereálních výrobků. Studium vzniku akrylamidu a možností jeho eliminace 
v potravinách bylo tedy zaměřeno na sladké sušenky a chléb.  
Sledování distribuce akrylamidu v chlebech ukázalo, že téměř veškerý obsah 
akrylamidu stanovený v chlebu se nachází v  kůrce chleba, která tvoří asi 5–15 % 
celého chleba. Pro udržení kvality chlebů z domácí pekárny po celou dobu 
trvanlivosti směsi byla navržena optimalizace chlebových směsí zvýšením obsahu 
droždí, což pozitivně působí také na redukci akrylamidu, kdy během fermentace 
dochází činností kvasinek k odstranění prekurzorů akrylamidu a i poklesu pH. Přesto 
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ale zvýšení obsahu droždí nezajistilo požadovanou kvalitu finálních chlebů po celou 
dobu trvanlivosti směsi a po inaktivaci kvasinek došlo i k nárůstu obsahu 
akrylamidu.  
Složení receptury chlebových směsí a způsob přípravy chleba se sníženým 
obsahem akrylamidu z těchto směsí je předmětem ochrany užitného vzoru č. 25037 
registrovaným Úřadem průmyslového vlastnictví ČR a užitných vzorů č. 6371 a č. 
6420 registrované Úřadem průmyslového vlastnictví SR.  
V posledních letech vzrostl zájem o potraviny s obsahem biaktivních látek 
s antioxidačními vlastnostmi, přičemž bylo prokázáno, že antioxidanty mohou 
ovlivňovat tvorbu akrylamidu. Součástí práce bylo tedy studium vlivu různých 
druhů koření na tvorbu akrylamidu v perníkách s pohankovou moukou, kdy byl 
obsah akrylamidu v perníkách použití fenyklu, anýzu či hřebíčku snížen o 8–20 %. 
Naopak koriandr a skořice jeho obsah zvyšovali o 18–54 %. Konečný obsah 
akrylamidu byl pravděpodobně ovlivněn nejen radikál zhášející aktivitou použitých 
koření, ale i jejich chemickým složením a reaktivností jednotlivých složek. 
Vzhledem k tomu, že směs koření pro přípravu perníku obsahuje druhy koření 
s pozitivním i negativním dopadem na potlačení akrylamidu, bylo by vhodné změnit 
poměr jednotlivých koření ve směsi zvýšením obsahu koření potlačujícího vznik 
akrylamidu se zachováním požadovaných senzorických vlastností tohoto produktu. 
Vytvoření směsi koření pro přípravu perníků, která by zajistila nižší obsah 
akrylamid v nich, je navrženo na předmět ochrany užitného vzoru.  
Na expozici akrylamidu se u středoškolských studentů významně podílely sladké 
sušenky. Monitoring obsahu akrylamidu v pečivářských výrobcích ukázal zvýšený 
obsah akrylamidu především v diabetických sušenkách obsahujících namísto 
sacharózy fruktózu a ve třech výrobcích dokonce překračoval směrnou hodnotu 
(500 µg/kg) pro komoditu „sušenky“ [14]. Pro minimální zásah do technologie 
výroby byla pro eliminaci akrylamidu zvolena aplikace enzymu asparaginázy, kdy 
koncentrace enzymu a vhodný způsob jeho aplikace byla testována na modelových 
systémech. V průmyslových podmínkách byl aplikací enzymu PreventASe® ASG 
v koncentraci 2250 NASPU/kg mouky obsah akrylamidu snížen ve vybraných 
diabetických sušenkách v průměru o 25 % a v případě enzymu PreventASe® W 
Extra ve stejné koncentraci dokonce o více jak 40 %. Přesto použitím enzymů 
neklesl obsah akrylamidu pod indikativní hodnotu 500 µg/kg. Výhodou aplikace 
enzymu asparagináza je, že nemá vliv na organoleptické vlastnosti výrobku, které by 
jinak mohli vést k odmítnutí takto ošetřeného výrobku spotřebitelem.  
Odhad dopadu aplikace navržených způsobů eliminace akrylamidu na celkovou 
expozici ukázal, že zatížení organismu akrylamidem u středoškolských studentů 
z České a Slovenské republiky lze snížit v průměru o 10 %. Tento pokles je krokem 
vpřed ke snížení možného rizika vzniku rakovinného onemocnění konzumací 
potravin s vysokým obsahem akrylamidu a také výzvou k úpravě stravovacích 
návyků. Zároveň se jedná o významnou informaci pro výrobce potravinářských 
produktů v uplatňování dostupných a ověřených metod eliminace akrylamidu, které 
by zatížení lidského organizmu akrylamidem z potravin pomohly ještě více snížit.  
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8  SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
AA Akrylamid 
AOAC Asociace analytických chemiků 
Asn Asparagin 
Asp Kyselina asparagová 
ASPU Jednotka aktivity asparaginázy: 1 ASPU je definována jako 
množství enzymu potřebné k uvolnění 1µmol amoniaku z L-
asparaginu za 1 minutu za podmínek testu (pH = 5,0; 37 °C) 
DPPH di(fenyl)-(2,4,6-trinitrophenyl)iminoazanium 
GC/MS Plynová chromatografie spojená s hmotnostní spektrometrií 
Gln Glutamin 
Glu Kyselina glutamová 
JECFA Společný výbor expertů FAO/WHO pro potravinářská aditiva a 
kontaminanty 
LC/ESI-MS-MS Kapalinová chromatografie s elektrosprejovou ionizací a 
tandemovou hmotnostní spektrometrii 
LC/MS-MS Kapalinová chromatografie spojená s tandemovou hmotnostní 
spektrometrii 
LOQ Mez kvantifikace 
např. Například 
NASPU Neutrální jednotka aktivity asparaginázy: 1 NASPU je 
definována jako množství enzymu potřebné k uvolnění 1µmol 
amoniaku z L-asparaginu za 1 minutu za podmínek testu 
(pH = 7,0; 37 °C) 
UV Ultrafialový detektor 
UV/VIS/NIR Spektrometrie v ultrafialové-viditelné-blízké infračervené 
oblasti 
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ABSTRACT 
Acrylamide (AA) is a probable human carcinogen and undesirable contaminant 
which is produced by the reaction of reducing sugars with asparagine in plant foods 
during their thermal treatment above 120 °C. AA is most often determined by GC-
MS and LC-MS/MS in isolates from the matrix in a wide range of foods. According 
to our observations, AA intake from food is higher among young people (from 1.8 to 
3.8 µg/kg bw/day), which is consistent with the estimations of JECFA FAO/WHO 
from the year 2006. Considering the health risk, it is recommended to reduce AA 
formation in food during its processing, in particular exploiting the available 
experience. 
The aim of this thesis was to extend the knowledge of the possibility of AA 
elimination in selected types of thermally processed foods. The study was focused 
on cereal foods that contribute significantly to AA exposure, especially bread and 
sweet biscuits. The whole AA content in the bread is in the crust, which represents 
5-15% of the bread. Crust of home-made bread contains approximately 30-75 µg/kg, 
however the marketed bread contains 2 to 10 times more of AA. This is due to the 
composition of bread mix, preparation conditions and baking. For maintaining the 
quality of home-made bread during the dry mixture shelf-life, optimization of bread 
mixtures was designed by increasing of yeast content, which proved positive effect 
on the reduction of AA content at sufficiently high activity of the yeast. 
Monitoring of AA content in assortment of sweet bakery products showed higher 
levels of AA in diabetic biscuits containing fructose instead of sucrose. Elimination 
of AA by applications of the enzyme asparaginase has been designed for minimal 
interference in technology of their production. In optimized conditions of the 
enzyme application, AA content in diabetic biscuits was reduced by more than 40% 
without affecting the organoleptic properties of the final product. 
Effect of the antioxidants on AA formation was also part of the study. AA content 
in gingerbread was reduced efficiently by the use of fennel, anise and cloves (by 
about 17-21 %). Conversely, coriander and cinnamon significantly increased its 
content (by 18-29 %). Since correlations between the DPPH• radical quenching 
activity of the spice extracts and AA content was not observed, the final content of 
AA was probably influenced by the chemical composition of spices and reactivity of 
the individual components in the matrix. 
Investigated methods appear to be suitable ways of elimination AA in some 
foods; however their specific use must be optimized with regard to the composition 
of the food, processing and the technology used. Estimated impact of application of 
the above-mentioned methods to the overall elimination of AA exposure showed 
that its intake in high school students from the Czech and Slovak Republic can be 
reduced on average by 10%. This decrease is a success to reduce the possible risk of 
cancer disease by eating foods with a high AA content. It is also important piece of 
information for food producers for further development of relevant methods for AA 
elimination which would help to reduce the AA intake from foods even more. 
 
